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1 ， 米 曲霉 来 源 o- 半 乳糖 昔 酶 基因 gal A 在 毕 赤 酵母 中 的 表达 及 其 对 豆浆 中 大 豆 寡 糖 的 酶 解 效 果 


2 Bea MAS Miam E A Bae 


3 (中 国 农业 大 学 动物 科学 技术 学 院 ， 动 物 营养 学 国家 重点 实验 室 ， 北 京 100193) 

4 dE 要 : 本 试验 旨 在 研究 米 曲 考 来 源 a- 半 乳糖 蔡 酶 基因 eal A 在 毕 赤 酵母 中 的 表达 及 其 对 豆 
5 FRR SEN AY BRR. V NCBI 数据 库 中 米 曲霉 来 源 w- 半 乳糖 苷 酶 基因 gal A 的 mRNA 
6 ”序列 (GenBank 登录 号 : XP_001817311.1) 为 依据 ， 利 用 PCR 扩 增 得 到 eal A 基因 并 根据 毕 
7 

8 

9 


m 


亦 酵 母 使 用 密码 子 的 偏好 性 优化 基因 序列 , 构建 野生 型 和 优化 型 毕 浆 酵母 工程 菌株 , 摇 瓶 发 
RE 120h， 测 定 酶 学 性 质 。 设 置 25 和 45 C2 个 温度 ， 每 个 温度 下 各 设置 0.6、1.2 和 2.4U3 
个 加 酶 量 ， 用 发 酵 得 到 的 o- 半 乳糖 苷 酶 酶 解 10 mL SKA. SER: 该 a- 半 乳 
10 WEERA gal A 全 长 1 605 bp， 不 含 内 含 子 ， 编 码 534 个 氨基 酸 ， 诱 导 120 h 后 优化 型 工 
1] ” 程 菌 株 的 a- 半 乳糖 荫 酶 活性 为 1.952 U/mL， 比 野生 型 工程 菌株 提高 了 285%。 发 酵 得 到 的 o- 
12 ” 半 乳 糖 苔 酶 的 最 适 pH 为 4.33, 最 适 温度 为 55 "C; 在 pH 3.00~8.00 间 稳 定性 良好 , 在 55 "C 


E 13 ”条 件 下 保持 40 min JAIR- E LER EISE TS HEN 60%; 该 酶 对 大 部 分 金属 离子 具有 抗 性 ， 
N 14 ”但 其 被 MnSO4 抑 制 ， 以 pNPG 为 底 物 时 的 酶 动力 学 参数 米 氏 常数 Km) 为 0.024 3 mol/L, 


C 15. ”最 大 反应 速度 (Viwsx) 为 1.0x10-7mol/(Ls)。 酶 解 试 验 结果 显示 ，45 C PIER 2.4 U R 
N 16 12h, KERMA P E BEREAN 50.0%, KIARI 31.9%. HETIL, Æ 
TT 17 ”试验 中 生产 的 o- 半 乳糖 苷 酶 对 豆浆 中 的 大 豆 寡 糖 有 一 定 的 降解 作用 。 


eo 18 ”关键 词 : KAE; oA EFL, PASE: Heo; KAE 


19 ”中 图 分 类 号 : Q786 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 
20 大 豆 、 大 豆 产 品 及 大 豆 加 工 副 产品 是 人 及 动物 重要 的 蛋白 质 来 源 , 在 食品 和 饲料 领域 有 


21 “着 广泛 的 应 用 。 大 豆 中 含有 多 种 抗 营养 因子 如 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 、 植 酸 、 单 宁 和 大 豆 朝 糖 等 上 3， 


22 CASH AUNT BR AKO BES oF PL BET SE, 由 于 人 和 单 骨 动物 体内 缺少 相应 的 


23 ”水 解 酶 ao- 半 乳糖 苷 


TH 


$(a-galactosidase,EC 3.2.1.22)， 这 些 喜 糖 只 能 在 后 肠 段 被 微生物 发 酵 ， 这 


H 


24 ”一 过 程 中 会 产生 CO 和 甲烷 等 气体 ， 造 成 胀气 、 腹 痛 、 恶 心 和 腹 海 等 骨 肠 不 适 ， 影 响 营养 


25 ”物质 的 消化 吸收 ， 对 人 体 健 康 和 动物 的 生产 性 能 造成 负面 影响 。 用 o- 半 乳糖 音 酶 酶 解 是 消除 


26 ”大 豆 衫 糖 抗 营养 因子 的 常用 方法 之 一 。 
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o- 半 乳糖 音 酶 又 称 蜜 二 糖 酶 ， 是 一 种 外 切 糖苷 酶 ， 


性 的 o-16- 半 乳糖 残 基 ， 其 可 作用 了 


A^ 


花 糖 等 ， 还 可 以 作用 于 


含 半 乳糖 的 多 聚 糖 如 
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能 特异 性 水 解 o- 半 乳糖 苷 末端 非 还 原 


F 含 半 乳 糖 的 低 聚 朝 糖 如 密 二 糖 、 棉 籽 糖 、 水 苏 糖 和 毛 营 


3L E SERERE SUUS S 


o 0-4 


FAREA 


广泛 ， 咖 啡 豆 等 豆 科 植物 的 种 子 、 番 茄 和 烟草 中 均 可 分 离 得 到 o- 半 乳糖 背 酶 BE3， 嗜 热 细 菌 


HB27、 巨 大 芽孢 杆菌 、 热 解 纤维 素 菌 、 脆 弱 类 杆菌 、 假 交替 和 


A fe SJ al. OL US. IA ROBERT H 


离 得 到 o- 半 乳糖 音 酶 。 


胞 菌 和 天 蓝 色 链 霉菌 等 细菌 60， 


四 氏 木 霉 等 真菌 5255 以 及 人 和 鼠 等 哺乳 动物 04170 中 也 能 分 


o- 半 乳糖 音 酶 在 医疗 、 饲 料 、 食 品 和 造纸 等 行业 都 有 广泛 的 应 用 。 在 医疗 领域 中 ，o- 半 


乳糖 音 酶 在 法 布 里 病 的 治疗 、 


研究 结果 显示 or- 半 乳糖 音 酶 A 与 性 


助 于 消除 豆粕 等 饲料 原料 


成 本 0?223。 在 食品 领域 ，o- 半 乳糖 背 酶 除了 可 以 消除 豆浆 和 豆奶 中 的 大 豆 坦 糖 ， 还 在 制 糖 


业 中 有 重要 应 用 ， 能 够 消除 棉 将 糖 对 莽 糖 的 妨碍 作用 ， 提 高 蔗糖 得 率 P。 此 外 ， 在 造纸 生 


产 中 组 合 使 用 o- 半 乳糖 背 酶 与 


互 作用 ， 生 成 的 a- 半 乳糖 - 环 糊 精 在 一 些 重 要 的 保健 食 


米 曲霉 是 粮食 食品 酿造 和 酿酒 


均 有 重要 而 广泛 的 应 用 ， 被 美国 


局 
recognized as safe,GRAS)， 可 以 发 酵 产 生 天 门 冬 氨 酰 氨基 肽 酶 、B- 半 乳糖 苷 酶 、 


[25-28]. 


质 酶 等 多 种 栈 


本 试验 组 


验 殉 隆 了 该 米 曲 霉 来 源 的 %- 半 乳糖 


fs 
食品 药品 监督 管理 后 


前 期 从 北京 市 通州 区 的 土壤 中 分 离 得 到 了 1 a 


基因 序列 的 优化 ,构建 毕 赤 酵母 工程 菌株 ， 摇 瓶 诱导 表达 研究 其 酶 学 性 


金森 病 有 关联 。 在 饲料 领域 ， 外 源 添加 


型 转换 和 异种 器 官 的 移植 方面 有 重要 应 用 ，Alcalay 等 08 的 
o- 半 乳糖 音 酶 能 够 


! 大 豆 坦 糖 的 抗 营养 作用 ,提高 猪 和 家 禽 的 生产 性 能 ， 降 低 饲 料 


品 中 有 应 用 潜力 。 


、 TAi 


XEBERIE RT UNIR A ZOROA, o- URA PTEE SIRMA 


制剂 和 饲料 生产 上 


列 为 公认 安全 的 生物 体 (generally 


E 


白 酶 和 角 


UBER OK 


FRESE) ga1 4， 依 据 毕 赤 酵 母 使 用 密码 子 的 偏好 性 


ae, Ai 


进行 


LE 质 ， 并 验证 该 酶 对 豆 


C— 


49 KPRF ADEE ICR 


50 1 材料 与 方法 


F 


5] 2 11 试验 材料 


52 111 菌株 和 载体 


53 KMITA (Escherichia coli,E. coli)Top 10 感受 态 细胞 购 自 北京 天 根 生 化 科技 有 限 公司 ， 


54 ”大 肠 杆 菌 克 隆 载体 pPGM-T、 毕 赤 酵 母 表达 载体 pPICZaA、 毕 赤 酵 母 X-33 菌株 均 为 本 实验 室 


55 ”保存 ， 米 曲霉 是 从 北京 市 通州 区 的 土壤 中 分 离 得 到 (经 过 18S rRNA 序列 鉴定 )。 


56 ”1.1.2 工具 酶 及 主要 试剂 


57 Phusion DNA RAME, EcoR IM Not I J&A New England Biolabs 公司 ，Zeocin J4 Ei 


58 Invitrogen 公司 ,， dNTPs 和 Sac 工 购 自 TaKaRa AF], IJINER J&-a- D-HIEIS 2 LEER (ONPG) 


59 JAE Solarbio 公司 ,琼脂 糖 凝 胶 回 收 试剂 盒 、 真 菌 基因 组 DNA 提取 试剂 盒 、 酵 母 基因 组 DNA 


60 ”提取 试剂 使 和 高 纯 质粒 小 量 和 


= 


备 试剂 盒 购 自 Omega A7, HAP HE AE HEIW EI Dr. Ehrenstorfer 


Ti — (b GmbH 公司 ， 半 乳糖 和 水 苏 糖 购 自 北 京 百 灵 威 科技 有 限 公司 。 


62 12 试验 方法 


= 63 12. XHEK Ma- FILHE E NEE K H vip 53 T 


64 以 NCBI žk Fi rp AFF RK ERa- FLA EA A 的 mRNA 序列 (GenBank 登 


65 x S&S : XP 0018173111 ) 为 依据 ， 设 计 1 对 特异 性 引物 galA-F 


66 ( S'-ATGCGACTTATCACAAGATGGATACCGCTA-3' ) 和 galA-R 


67 (5'-TTACAATGCGACATGGACACCAGCGGGTAA-3'), UX% liii DNA 为 模板 进行 PCR 


68 435. PCR 的 反应 条 件 为 : 98 C 5min; 98 C 30s, 58 C 30s, 72 C 2.5 min, 30 个 循 


69 FH; 72 ‘CHET 10 min。 反 应 结束 后 ， 取 PCR 产物 5 uL 进行 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 确 认 PCR 


70 ” 扩 增 效果 。 将 回收 后 的 基因 片段 与 载体 pGM-T 于 16 连接 过 夜 后 ， 转 入 大 肠 杆菌 Top 10 


ca 


71 受 态 细胞 ， 


lumi 


EE 组 质粒 pGM-T-gal A XS EIRE ERRA BR A BET oe, 测序 引 


1273 gal A-F 和 gal 4-R。 序 列 结果 用 BioEdit 软件 进行 分 析 。 


1.2.2”o- 半 乳糖 背 酶 基因 gal A 毕 赤 酵母 表达 菌株 的 构建 


以 pGM-T-galA 为 模板 ， 以 EcoR | -gal A-F 和 Not I -gal A-R 为 引物 ， 扩 增 质粒 中 的 


gal A 基因。 引物 序列 如 下 : EcoR I-gal A-F, 5'CCGGAATTCATGCGACTTATCACAAG-3’ 


C 下划线 为 EcoR I E U) 位 点 D , Not I -gal AR , 


5'-ATTTGCGGCCGCTTACAATGCGACATG-3' (下 划 线 为 Not 工 酶 切 位 点 ) . PCR 的 反应 条 


件 同 1. 2.1。 用 限制 性 内 切 酶 EcoR | All Not I 对 PCR 产物 和 载体 pPICZaA 进行 双 酶 切 ， 


置 于 37 CC 水 浴 酶 切 12 h 后 ， 将 基因 片段 与 载体 于 16 CERIK, AKIF E Top 10 


ANS 


感受 态 


胞 。 将 重组 表达 质粒 pPIC-gal A-wt (wt 表示 野生 型 ， 下 同 ) iS BAG OE REAL 


技 有 限 公 司 进行 测序 验证 ， 测 序 引物 为 AOX-F 和 AOX-R， 序 列 结果 用 BioEdit 软件 进行 分 


析 。 


根据 毕 赤 酵母 使 用 密码 子 的 偏好 性 ， 对 使 用 频率 低 的 密码 子 进行 蔡 换 ， 优 化 gal A 的 基 


因 序 列 。 优 化 的 合成 和 测序 由 北京 梓 申 生物 科技 有 限 公司 完成 。 优 化 后 的 表达 载体 pPIC-gal 


A-opt Copt 表示 优化 型 ， 下 同 ) 的 构建 方法 同上 。 


将 重组 表达 质粒 pPIC-gal 4-wt 和 pPIC-gal A-opt 用 限制 性 内 切 酶 Sac 工 线性 化 。37 °C 


酶 切 过 夜 后 电 转 入 新 配制 的 毕 赤 酵母 X-33 感受 态 细胞 ， 电 击 完 成 后 立即 加 入 1 mL 冰 预 冷 


的 1 mol/L 的 山梨 醇 溶 液 ， 充 分 混 匀 后 转移 至 50 mL 离心 管 中 ，28 'C 培 养 3 h。 KRABI 


涂 布 于 YPDS 固体 培养 基 (含有 100 g/mL Zeocin), 28 CC 培养 约 3d， 直 至 长 出 清晰 的 菌 


落 。 挑 取 单 菌落 划 线 至 YPD 固体 培养 基 (含有 100 ug/mL Zeocin), 28 培养 3 一 4d， 至 


落落 清晰 。 


1.2.3 ”重组 菌株 的 摇 瓶 发 本 


挑 取 X33/gal 4-wt 和 X33/gal A-opt 单 菌落 ， 分 别 接种 于 10 mL 的 YPD 液体 培养 基 C 


100 ug/mL Zeocin) 中 , 250 r/min, 28 培养 约 24 h, 取 100 uL 的 菌 液 至 50 mL 的 BMGY 


Mier eke v 合 人 HE 


~ 
C II aX I V E 


95 ”液体 培养 基 中 ，250 r/min、28 培养 至 600 nm 波长 下 吸光 度 CODeo) 达到 2.0， 将 全 部 


96 BMGY 液体 培养 基 以 5 000 r/min, 4 'C Ej» 10 min, 弃 掉 上 清 ， 用 50 mL 的 BMMY 液体 培 


i 


97 Ji GEEWU.250r(min. 28 培养 。 每 24h 向 培养 液 中 加 无 水 甲醇 〈 终 浓度 0.5%) 进行 


98 ”诱导 。120h 后 ， 将 菌 液 于 常温 下 12 000 r/min 离心 10 min， 取 上 清 液 ， 置 于 4 CHE. 


99 124 or 半 乳 糖苷 酶 活性 的 测定 


100 参照 Rezessy-Szab0 等 的 的 方法 进行 o- 半 乳糖 苷 酶 活性 的 测定 。 配 制 浓 度 分 别 为 0、2、4、 


101 8. 16. 24. 32 和 40 umol/L 的 对 硝 基 环 酚 标准 梯度 溶液 , 在 405 nm 波长 下 测定 溶液 的 吸光 


102 FE 〈0D4os)。 以 ODaos 为 横 坐 标 ， 以 对 硝 基 茶 酚 的 浓度 为 纵 坐 标 ， 绘 制 标准 曲线 。 


| E 


103 HX 100 uL 底 物 溶液 pNPG (10 mmol/L) 5 100 uL Hl pH 4.33 的 柠檬 酸 -磷酸 氨 二 钠 绥 


104 ” 冲 液 适当 稀释 的 酶 液 ，55 CEFR 10 min， 加 入 800 uL 的 NazCO3 溶液 (0.5 mol/L) 


105 ”终止 反应 ， 在 405 nm 波长 下 测定 溶液 的 吸光 度 。o- 半 乳糖 昔 酶 活性 的 定义 为 : 在 SS "COMI 


106 = pH 4.33 的 条 件 下 , 每 分 钟 从 浓度 为 10 mmol/L 的 pNPG 底 物 溶液 中 释放 1 umol 对 硝 基 茶 酚 


107 ”所 需要 的 酶 量 为 1 个 活性 单位 (U)。 


108 ”1.2.5 a- 半 乳 糖 蔡 酶 的 酶 学 性 质 分 析 


109 最 适 pH: 配制 pH 分 别 为 2.00、3.00、4.00、5.00、6.00、7.00 和 8.00 的 柠檬 酸 -磷酸 氧 


- 110 ”二 钠 缓冲 液 ， 用 上 述 不 同 pH 的 缓冲 液 稀释 酶 液 和 配制 10 mmol/L 的 pNPG 底 物 溶液 ， 在 


111 ”55 CC 条件 下 测定 o- 半 乳糖 音 酶 活性 。 


112 pH 稳定 性 : 在 室温 下 ， 将 酶 液 分 别 在 上 述 不 同 pH 的 缓冲 液 中 预 处 理 30 min， 最 适 条 


113 ” 件 下 测定 残余 w- 半 乳糖 音 酶 活性 。 


114 最 适 温度 : 分 别 在 10. 20. 30. 35. 40. 45. 50. 55. 60. 65. 70. 75 和 80 °C Fill 


115 ，” 定 o- 半 乳糖 苷 酶 活性 ， 确 定 最 适 温 度 。 


116 温度 稳定 性 : 将 酶 液 分 别 置 于 40 和 45 °C fri 100 min, 每 20 min 取样 ; 分 别 置 于 50 和 


117 55 CC 保温 50 min, $$ 10 min 取样 ， 置 于 60 人 保温 12 min， 每 2 min 取样 ， 置 于 65 'Cf& 
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118 W 10min, 每 2min 取样 ; 置 于 70 CE 5min, 每 1min 取样 。 每 个 温度 设置 1 个 对 照 组 ， 


119 ”对 照 组 的 酶 液 置 于 4 C 保 温 ， 其 余 条 件 均 与 试验 组 相同 。 处 理 后 在 最 适 条件 下 测定 a- 半 乳 


120 ”糖苷 酶 活性 。 


121 金属 离子 抗 性 : 用 最 适 pH 的 柠檬 酸 -磷酸 氧 二 钠 绥 冲 液 配制 浓度 为 20 mmol/L 的 不 同 金 
122 属 化 合 物 [CuSO4、 KCl, (NH4)2SO4, MgClo. CaCl, ZnSO4, NaCl, CoSO4, NaNO; 和 MnSO4] 


123 溶液， 将 酶 液 与 金属 化 合 物 溶液 等 体积 混合 ， 使 金属 离子 终 浓度 为 10 mmol/L。 以 不 添加 金 


124 ” 属 离子 的 酶 液 作为 空白 对 照 。 室 温 下 处 理 1 h 后 在 最 适 条 件 下 测定 o- 半 乳糖 苷 酶 活性 。 


125 酶 动力 学 参数 : 用 最 适 pH 的 柠檬 酸 -磷酸 毛 二 钠 缓 冲 液 配制 浓度 分 别 为 1、10/9、5/4、 


126 — 10/7. 5/3. 2. 5/2. 10/3. 5. 10 和 20 mmol/L 的 pNPG 底 物 溶液 。 在 最 适 条 件 下 测定 a- 半 


127 “乳糖 苷 酶 活性 。 根 据 Eadie-Hofstee 作 图 法 测定 米 氏 常数 (Km) 和 最 大 反应 速度 (Vivax e 


128 ”1.2.6 or 半 乳 糖 背 酶 对 豆浆 中 大 豆 朝 糖 的 体外 酶 解 能 力 分 析 


129 将 自制 的 10% (质量 体积 分 数 ) 豆浆 溶液 以 10 000 r/min 离心 15 min 后 取 上 清 液 ， 用 


130 pH 4.33 的 柠檬 酸 -磷酸 氨 二 钠 缓冲 液 调节 pH 为 $.00， 作 为 反应 液 。 取 10 mL 上 述 豆浆 反应 


131. WF 15 mL 离心 管 中 ， 按 照 以 下 条 件 设置 进行 试验 。 试 验 设置 6 个 处 理 ， 分 另 


c— 


是 : 1) 加 酶 


132 量 0.6U， 温 度 25 C; 2) 加 酶 量 1.2 U， 温 度 25 C; 3) 加 酶 量 2.4 U， 温 度 25 C; 4) 


133 ”加 酶 量 0.6 U， 温 度 44 °C; 5) 加 酶 量 1.2 U， 温 度 45 C; 6) 加 酶 量 2.4 U， 温 度 45 C. 


134 ”每 个 处 理 设置 2 个 平行 1 个 对 照 ， 对 照 加 入 2 mL 的 柠檬 酸 -磷酸 氧 二 钠 缓 冲 液 (pH 4.33)。 


135 ”在 反应 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、4.0、5.0、6.0、8.0、10.0 和 12.0 h 时 分 别 取 样 500 uL, 


136 ”立即 100 CK 5 min, 冷却 至 室温 后 10 000 r/min 离心 10 min, 用 超 纯 水 将 上 清 液 稀 释 500 


137 fi. XL0.10 um WERT BE, PETIA TE, NTE ELBE. aE. ROE. GRRE. fia 


138 ”将 糖 和 水 苏 糖 含量 的 变化 ， 并 根据 水 苏 糖 和 棉籽 糖 含量 的 变化 计算 降解 率 。 


139 2 结果 与 分 析 


140 21 a- 半 乳糖 背 酶 基因 gal A 的 PCR 扩 增 及 序列 比 对 分 析 
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以 提取 的 米 曲 霉 总 DNA 为 模板 ， 用 特异 性 引物 gal A-F 和 gal A-R 来 进行 PCR 扩 增 ， 


经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 结 果 见 图 1， 在 约 1 600 bp 处 可 见 1 条 清晰 的 条 带 ， 与 预期 结 


果 相 符 。 


PCR 产物 与 大 肠 杆菌 克隆 载体 pGM-T 连接 后 转化 到 大 肠 杆菌 


出 阳性 克隆 进行 测序 。 序 列 分 析 结 果 表 明 ，PCR 扩 增 得 到 的 DNA FEN H E 


Top 10 52:52 


长 1 605 bp, ENET. mE 534 TARR, CE 25 个 氨基 酸 的 信号 肽 ， 有 2 个 天 冬 氮 


酸 催化 位 点 , 预测 蛋 


JERE WEE ZK AEB 


将 该 基因 与 NCBI 上 已 知 序 列 进行 比 对 ， 结 果 如 图 


TH 


i5 


27 (GH27) 家 族 。 


SEA] gal A 与 2 种 已 报道 的 米 曲 霉 来 源 的 o- 半 乳糖 背 酶 基因 


白质 的 等 电 点 为 4.57 Chttps://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool), 


2。 本 试验 中 米 曲霉 来 源 的 o- 半 乳糖 


(NCBI 参考 序列 : 


XP 001817311.1; GenBank 登录 号 : 00013450.1) 的 序列 一 致 性 为 100%， 但 关于 这 2 种 酶 


的 酶 学 性 质 并 没有 报道 


o 


22 ”o- 半 乳糖 昔 酶 基因 序列 的 优化 


根据 毕 赤 酵母 使 用 密码 子 的 人 


半 乳 糖 背 酶 基因 序列 进 


列 的 一 致 性 为 76.68% 。 


行 优 化 ， 优 化 前 后 的 序列 比较 见 图 


bp 


2 000 


1 000 
750 


500 


250 


100 


vam 


E ， 以 不 改变 氮 基 酸 序列 为 前 提 ， 对 去 除 信号 肽 的 o- 


3, gal A-wt 5 gal A-opt KA IRE 
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188 


M: DL-2000 分 子 量 标准 ; 1: o- FLAP ME gal A 基因 PCR 扩 增 产物 。 


M: DL-2000 DNA molecular weight marker; 1: PCR products of a-galactosidase gal A 
gene. 


页 


1 or- 半 乳糖 音 酶 基因 gal A 的 PCR 扩 增 结果 


Fig.l PCR result of a-galactosidase gal A gene 


100% 95% 90% 85% 80% 75% 70% 65% 
SS | 


KOC13641.1 
KJK61669.1 
PIG89641.1 
XP_022394533.1 
EHA 18663.1 


SPB52066.1 


P28351.1 


AK HH S£ Aspergillus oryzae (GenBank 登录 号 : OOO13450.1); CK Hh Æ RIB40 


Aspergillus oryzae RIB40 (NCBI 参考 序列 : XP_001817311.1); Bx HH #: NRRL3357 Aspergillus 


flavus NRRL3357 (NCBI 参考 序列 : XP_002372370.1); 黄 曲 才 AF70 Aspergillus flavus AF70 


(GenBank 登录 号 : KOC13641.1); 寄生 曲霉 SU-1 Aspergillus parasiticus SU-1 (GenBank 


登录 号 : KJK61669.1); Aspergillus arachidicola (GenBank 登录 号 : PIG89641.1); Aspergillus 


bombycis (NCBI 参考 序列 : XP_022394533.1); 黑 曲霉 ATCC1015 Aspergillus niger ATCC1015 


(GenBank 登录 号 : EHA18663.1); 黑 曲霉 Aspergillus niger GenBank 登录 号 : SPB52066.1 ); 


YHS Aspergillus niger (UniProtK B/Swiss-Prot: P28351.1). 


图 2 基于 氢 基 酸 序列 的 or 半 乳 糖苷 酶 的 同 源 树 


Fig.2 Homology tree based on amino acid sequences of a-galactosidase 


189 


190 


191 


192 


193 


194 


195 


2.3 


TGGGGRGGRTCTAC AMATAAGGABGCHATBCGTATSAAGTTGAA IEPA) 
ITGGGGGGETCTACTCABACSATRAAGGABIGCEATICGTATfM/ Gwe 1120 


深蓝 色 代表 野生 序列 与 优化 序列 一 致 部 分 。 


Dark blue refers to the same parts between wild sequence and optimized sequence. 


3 gal A 基因 野生 序列 与 优化 序列 的 比较 


Fig.3 Comparison of gal A gene between wild sequence and optimized sequence 


毕 赤 酵母 工程 菌株 的 摇 瓶 表达 
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将 构建 好 的 野生 型 和 优化 型 o- 半 乳糖 音 酶 毕 赤 酵母 工程 菌株 进行 摇 瓶 发 酵 ,结果 见 表 1。 


由 表 中 数据 可 以 发 现 , 在 发 酵 最 初 的 48h， 野生 型 和 优化 型 工程 菌株 的 a- 半 乳糖 芽 酶 活性 均 
快速 提高 ， 随 后 增 速 减缓。 在 摇 瓶 发 酵 全 过 程 中 ， 优 化 型 工程 菌株 的 a- 半 乳糖 芽 酶 活性 始终 


高 于 野生 型 工程 菌株 。 诱 导 120 h 后 ， 优 化 型 工程 菌株 的 o- 半 乳糖 苷 酶 活性 比 野生 型 工程 菌 


株 提 高 了 285%。 野 生 型 和 优化 型 w 半 乳糖 音 酶 毕 赤 酵母 工程 菌株 摇 瓶 表达 产物 的 十 二 烧 基 


硫酸 钠 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (SDS-PAGE) 图 见 图 4。 将 目的 条 带 切 下 进行 质谱 鉴定 ， 鉴 定 
结果 显示 摇 瓶 发 酵 产 物 确 为 o- 半 乳糖 音 酶 。 
dl 重组 菌株 摇 瓶 发 酵 活 力 
Table 1 Catalytic activity of recombinant strains in shaking flask U/mL 


诱导 时 间 Induction time/h 


菌株 Strains 

24 48 72 96 120 
X33/gal A-wt 0.020 0.165 0.231 0.332 0.507 
X33/gal A-opt 0.143 0.601 1.133 1.173 1.952 


M: 分 子 量 标准 ; 1~3: 优化 型 工程 菌株 ; 46: 野生 型 工程 菌株 。 


M: Molecular weight marker; 1 to 3: optimized type engineered strains; 4 to 6: wild type 
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224 


engineered strains. 


DS 


4 ou- 半 乳 糖苷 酶 摇 瓶 诱导 120 h TEE E T8 SDS-PAGE 


Fig.4 SDS-PAGE diagram of a-galactosidase induced 120 h in shaking flask 


24 a-EJLSECEE BST REA PER AT 


24.1 适 pH 和 pH 稳定 性 


55 CF, MWE- ENE pH 2.00. 3.00. 4.00. 5.00. 6.00. 7.00 和 8.00 的 


柠檬 酸 -磷酸 所 


二 钠 缓 冲 液 中 的 活性 ， 结 果 显 示 ，o- 半 乳糖 背 


酶 活性 最 大 值 出 现在 pH 3.00~ 


5.00 间 。 因 此 ,在 pH 3.00~5.00 间 再 设置 梯度 ,55 条 件 下 再 次 测定 o- 半 乳糖 苷 酶 在 pH 2.00、 


3.00. 3.33. 3.66. 4.00. 4.33. 4.66. 5.00. 6.00. 7.00 和 8.00 的 柠檬 酸 -磷酸 氨 二 钠 绥 ; 


' 液 


中 的 活性 ， 结 果 显 示 ， 该 酶 的 最 适 pH 为 4.33， 当 pH 在 3.33~5.00 间 时 可 保持 60% 以 上 的 


相对 活性 (图 5)。 


室温 下 ， 将 酶 液 在 不 同 pH 的 柠檬 酸 -磷酸 氧 二 钠 缓冲 液 中 预 处 理 30 min 后 ， 在 最 适 条 


件 下 测 残 余 o- 半 乳糖 苷 酶 活性 , 结果 如 图 6 所 示 , 该 酶 在 pH 3.00~8.00 的 条 件 下 稳定 性 良好 ， 


在 pH 2.00 条 件 下 处 理 30 min 后 ， 仍 保持 60% 的 相对 活性 


120 


100 


相对 活性 Relative activity/% 


2.00 4.00 


pH 


415 pH 对 o- 半 乳 糖苷 


T 


o 


6.00 8.00 10.00 


酶 活性 的 影响 
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Fig.5 Effects of pH on a-galactosidase activity 


100 


相对 活性 Relative activity/% 


0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 
pH 


6 or- 半 乳 糖苷 酶 活性 的 pH 稳定 性 


Fig.6 pH stability of a-galactosidase activity 


2.4.2 ”最 适 温 度 和 温度 稳定 性 


在 pH 4.33 的 条 件 下 ， 分 别 于 10、20、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75 和 


80 SC 的 温度 下 测定 o- 半 乳糖 昔 酶 的 活性 ， 结 果 显 示 ，o- 半 乳糖 昔 酶 的 最 适 温 度 为 55 °C. 


温度 低 于 55 时 ， 该 酶 的 活性 随 温度 的 升 高 而 逐渐 增加 ， 当 温度 超过 55 C 时 ， 该 酶 的 活 


性 则 随 温 度 的 升 高 而 下 降 。 当 温度 在 40~60 C 间 时 , 该 酶 的 相对 活性 可 保持 在 50% 以 上 (图 


7)。 


图 8 显示 的 是 o- 半 乳糖 苷 酶 活性 的 温度 稳定 性 , 该 酶 在 40 和 45 人 CC 条件 下 预 处 理 100 min, 


活性 几乎 不 变 ; 在 50. 人 条 件 下 预 处 理 50 min, 活性 几乎 不 变 ; 在 55. C 条 件 下 预 处 理 50 min 


后 残余 w- 半 乳糖 音 酶 的 相对 活性 约 为 50%; 当 温 度 超 过 60 时 ， 短 时 间 内 o- 半 乳糖 昔 酶 即 


可 失 活 。 


Š 100 
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温度 Temperature/'C 
239 
240 图 7 温度 对 o- 半 乳糖 音 酶 活性 的 影 啊 
241 Fig.7 Effects of temperature on a-galactosidase activity 
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243 图 8 a- 半 乳糖 萌 酶 活性 的 温度 稳定 性 
244 Fig.8 Temperature stability of a-galactosidase activity 
245 
246 243 ”金属 离子 抗 性 
247 从 表 2 数据 可 知 , MnSO4 对 au- 半 乳糖 背 酶 的 活性 有 较 强 的 抑制 作用 , 而 KCI. (NH4)2SO4 


248 ”和 CuSO4 则 可 提高 x- 半 乳糖 昔 酶 的 活性 。 其 他 金属 离子 对 o- 半 乳糖 背 酶 活性 的 影响 不 明显 。 


249 表 2 金属 离子 对 w- 半 乳糖 背 酶 活性 的 影响 
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Table 2 Effects of metal ions on a-galactosidase activity % 


化 学 试剂 Chemical agents 相对 活性 Relative activity 
对 照 Control 100.00 
硫酸 铜 CuSO, 122.23 
SR KCI 140.39 
硫酸 匀 (NH4)2SO4 117.78 
氯化镁 MgCl 107.92 
氧化 钙 CaCl 107.92 
硫酸 锌 ZnSO, 105.80 
氧化 钠 NaCl 104.25 
硫酸 销 CoSO4 98.84 
硝酸 钠 NaNO3 97.10 
硫酸 锰 MnSO4 77.39 


2.4.4” 酶 动力 学 参数 
以 pNPG 为 底 物 ， 用 Eadie-Hofstee 作 图 法 测定 Km 和 aax， 结 果 如 图 9 所 示 。 可 知 ， 该 


酶 的 Km 为 0.024 3 mol/L, Vmax 为 1.0x107 mol/(L:s). 


SE-08 y =-0.024 3x+1E-07 
R? = 0.996 7 
4E-08 
A 3E-08 
= 
E 2E-08 
S 


1E-08 


0 
2.00E-06 2.50E-06 3.00E-06 3.50E-06 4.00E-06 4.50E-06 


v/[S]/s: 


: 平均 反应 速率 [mol/(Ls)]; [S]: 底 物 浓 度 (mol/L). 


< 


v: mean reaction velocity [mol/(L:s)]; [S]: substrate concentration (mol/L). 
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9 Eadie-Hofstee 作 图 法 


Fig.9 Eadie-Hofstee graphing method 
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设置 不 同 的 温度 和 不 同 加 酶 量 ， 验 证 or 半 乳 糖 音 酶 对 豆浆 中 大 豆 寡 糖 的 酶 解 效果 。 对 酶 


解 产 物 进行 离子 色谱 分 析 , 根据 各 组 分 的 保留 时 间 采 用 外 标 法 对 峰 面 积 


上 识 分 ， 得 出 各 组 分 的 


含量 记录 结果 , 分 析 并 计算 各 处 理 条 件 下 棉籽 糖 和 水 苏 糖 随 酶 解 时 间 的 增加 其 含量 的 变化 。 


结果 显示 , 在 25 CREF, 3 个 加 酶 量 处 理 下 棉籽 糖 和 水 苏 糖 的 含量 均 


几乎 不 变 , XE 45 "C 


条 件 下 ，3 个 加 酶 量 处 理 下 中 棉籽 糖 和 水 苏 糖 的 含量 有 所 减少 ， 且 加 酶 量 大 的 处 理 减 少 的 更 


多 ， 反 应 12h 后 ， 加 酶 量 为 1.2 U 的 处 理 棉 籽 糖 降解 率 为 4.8%， 水 苏 糖 降解 率 为 8.0%， 加 


酶 量 为 2.4 U 的 处 理 棉籽 糖 降解 率 达 到 50.0%， 水 苏 糖 降解 率 达 到 31.9%。 


3 讨论 


3.1 Qa- 半 乳糖 苷 酶 基因 序列 的 优化 


毕 赤 酵母 是 一 种 常用 的 外 源 蛋 白质 表 达 系 统 ,其 对 密码 子 具有 偏好 1 


性 ， 当 序列 中 出 现 较 


多 的 稀有 密码 子 时 ， 表 达 效 率 可 能 表现 出 明显 的 降低 ， 甚 至 导致 翻译 提前 终止 ， 蛋 白质 表达 


受阻 。 因此 ,研究 中 通常 根据 毕 赤 酵母 使 用 密码 子 的 偏好 性 ,用 常用 的 密码 子 替 换 稀 有 密码 


子 偏好 性 对 皱 落 假 丝 酵母 脂肪 酶 基因 序列 进行 了 优化 , 结果 表明 优化 后 


子 ， 对 基因 序列 进行 优化 ,可 以 明显 提高 蛋白 质 的 表达 水 平 。Chang 等 69 根 据 毕 赤 酵 母 密码 


脂肪 酶 蛋白 质 表 达 


ÆN 152 mg/L， 是 野生 型 (33 mg/L) 的 4.6 倍 。 在 本 试验 中 ， 根 据 毕 亦 酵母 使 用 密码 子 的 


偏好 性 ， 以 不 改变 氢 基 酸 序列 为 前 提 ， 对 去 除 信号 肽 的 o- 半 乳糖 音 酶 基因 序列 进行 优化 ,ga/ 


A-wt 与 gal A-opt 核 昔 酸 序列 的 一 致 性 为 76.68%。 优 化 型 和 野生 型 w- 半 乳糖 苷 酶 毕 亦 酵母 工 


程 菌株 同时 发 酵 120h， 在 发 酵 过 程 中 优化 型 工程 菌株 的 %- 半 乳糖 昔 酶 活性 高 于 野生 型 工程 


菌株 ， 在 发 酵 结 束 时 优化 型 工程 菌株 的 o- 半 乳糖 苷 酶 活性 比 野生 型 工程 菌株 提高 了 285%。 


32 or- 半 乳 糖苷 酶 的 酶 学 性 质 分 析 


C— 


Chi ne ax IV IE ri SEH HF! 


280 来 源 不 同 ，o- 半 乳糖 昔 酶 的 酶 学 性 质 也 各 不 相同 。 真 菌 来 源 的 o- 半 乳糖 昔 酶 最 适 pH 通 


281 ” 常 在 4~6， 最 适 温度 一 般 在 40~70 C. Katrolia 等 B0 对 米 黑 根 毛 霉 - 半 乳糖 苷 酶 基因 进行 


282 ”克隆 并 在 大 肠 杆菌 中 表达 , 结果 显示 , 其 o- 半 乳糖 背 酶 基 


BH 


开放 阅读 框 为 2 256 bp, 编码 751 


283 MARR, PE pH 和 最 适 温度 分 别 为 4.5 和 60 C. Rezessy-Szabo 1X} iir e TKS A 22 fl 


284 W CBS 396.62/b 中 的 o- 半 乳糖 昔 酶 进行 研究 ， 显 示 该 酶 的 最 适 pH 为 5.0~5.5， 最 适 温度 为 


285 65 CC。 本 试验 中 , 米 曲 霉 来 源 的 o- 半 乳糖 背 酶 在 pH 4.33 和 温度 55 C 条 件 下 相对 活性 最 大 。 


286 ”在 实际 生产 中 ,对 酶 的 稳定 性 特别 是 温度 稳定 性 要 求 较 高 , 对 酶 热 稳 定性 的 研究 也 逐渐 增多 。 


- 287  Aulitto 等 四 报道 的 产 耐 热 性 o- 半 乳糖 苷 酶 的 菌株 嗜 热 细菌 HB27 的 最 适 温 度 为 900 °C, FE 


288 70 ‘CF 6h 后 残余 or- 半 乳 糖苷 酶 相对 活性 高 达 90%, 30h 后 仍 可 达 50%, Æ 90 'C 下 保持 1 


289 h 后 残余 w- 半 乳糖 苷 酶 相对 活性 约 为 S0%。 


t N 290 A iS PI A -FARE RA BOE pH 稳定 性 ， 在 pH 3.00~8.00 的 条 件 下 处 理 


291 ”30 min 活性 几乎 不 变 ， 在 pH 2.00 条 件 下 处 理 30 min 后 ， 仍 保持 60% 的 相对 活性 。 温 度 稳 


292 ”定性 方面 ， 该 酶 在 温度 低 于 55 'C 时 稳定 性 较 高 ， 在 55 ‘CAF 50 min 后 残余 a- 半 乳糖 萌 


293 ” 酶 相对 活性 为 50%， 当 温度 为 60 '‘C 时 ，10 min 后 u- 半 乳糖 苷 酶 的 活性 损失 接近 1/2, 70 C 


294 ”条 件 下 5 min 后 o- 半 乳糖 昔 酶 即 完全 失 活 。 此 外 ， 本 试验 得 到 的 o- 半 乳糖 昔 酶 对 试验 中 的 大 


295 ”部 分 金属 离子 的 抗 性 较 好 ， 而 MnSO4 对 o- 半 乳糖 苷 酶 的 活性 有 较 强 的 抑制 作用 ，KC1、 


296 | (NH45SO4 fll CuSO4 则 可 提高 w- 半 乳糖 苷 酶 的 活性 。 


297  À33 o- 半 乳糖 背 酶 对 豆浆 中 大 豆 朝 糖 的 酶 解 效果 


298 o- 半 乳糖 音 酶 酶 解 大 豆 寡 糖 属于 消除 大 豆 朝 糖 抗 营养 作用 的 生物 学 方法 。Huang SEP?1 


299 ”将 巨大 芽孢 杆菌 来 源 的 w- 半 乳糖 音 酶 在 大 肠 杆菌 中 进行 表达 , 其 最 适 温度 为 37 °C, 最 适 pH 


300 “为 68， 向 1mL 豆浆 中 加 入 1 U/mL 该 酶 或 者 该 酶 与 胰 和 蛋白 酶 的 混合 物 ，37 CC 条件 下 进行 


301 ” 酶 解 ， 可 有 效 降 解 豆 浆 中 的 棉籽 糖 和 水 苏 糖 ， 且 o- 半 乳糖 昔 酶 与 胰 和 蛋白 酶 同时 存在 时 更 利于 


302 ”大 豆 寡 糖 的 降解 ，4h 内 即 可 完全 降解 豆浆 中 的 棉籽 糖 和 水 苏 糖 。 在 本 试验 中 ， 用 发 酵 所 得 


303 


304 
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309 


310 


311 


312 
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314 


315 


316 


317 


318 
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320 


321 
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323 


324 


325 
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的 粗 酶 液 超 滤 掉 金属 离子 后 进行 豆浆 中 大 豆 寡 糖 的 酶 解 ， 设 置 2 个 温度 (25 和 45 C) fü3 


个 加 酶 量 (0.6、1.2 和 2.4 U), 对 


10 mL 豆浆 (调节 pH A 5.00) it 


条 件 下 豆浆 中 棉籽 糖 和 水 苏 糖 的 含量 几乎 不 变 ， 较 高 温度 (45 'C 


条 件 下 酶 解 12 h， 棉 籽 糖 和 水 苏 糖 的 降解 率 分 别 为 50.096 


行 酶 解 。 较 低温 度 (25 C) 


) 与 最 高 加 酶 量 (2.4 U) 


131.9%. Ej HAC o XB DERE X 


验 的 结果 相 比 ， 本 试验 中 棉籽 糖 和 水 苏 糖 的 降解 效率 低 且 降解 效果 差 , 造成 这 一 现象 的 原因 


可 能 有 : 1) 豆浆 的 pH 为 6.30B3， 本 试验 中 o- 半 乳糖 昔 酶 的 最 适 


明 该 酶 在 pH 3.00~8.00 的 条 件 下 室温 处 型 


pH 为 4.33，pH 稳定 性 表 


E30 min 后 保持 大 约 90% 的 相对 活性 , 且 pH 为 5.00 


时 的 稳定 性 好 于 pH 为 6.00 时 《相对 活性 分 别 为 103% 和 99%)， 巾 于 酶 解 反 应 持续 时 间 长 ， 


为 了 让 酶 在 反应 过 程 中 保持 更 好 的 稳定 性 ， 选 择 用 pH 4.33 的 柠檬 酸 -磷酸 氧 二 钠 缓 冲 液 调 


WAK pH 为 5.00 后 再 加 酶 进行 反应 。 已 有 的 o- 半 乳糖 昔 酶 酶 解 豆浆 的 研究 中 ， 或 者 选择 酶 


的 最 适 pH 为 反应 条 件 B2, 或 者 直接 向 豆浆 中 加 入 酶 液 忆 59, 棉籽 糖 和 水 苏 糖 均 被 完全 


本 试验 中 选择 的 pH 条 件 不 合适 ， 


ff 。 


"TA 


FAY Ré 5$ Sita-^F ZEE IER TS EM, 无 法 发 挥 酶 解 作用 。 


2) 反应 体系 不 合适 。 本 试验 中 加 酶 量 较 低 ， 需 要 降解 的 豆浆 体系 


物 接触 不 充分 ， 导 致 酶 解 不 充分 。 


解 ， 这 可 能 是 低 旭 下 o- 半 乳糖 背 酶 活性 受到 抑制 ， 也 可 能 与 大 豆 中 其 他 抗 营养 因子 的 抑 表 


用 有 关 。 


4 结 i 


较 多 ， 反 应 过 程 中 酶 与 底 


3) 本 试验 中 25 'C 条 件 下 棉籽 糖 和 水 苏 糖 几 乎 没有 被 降 


作 


= 


(D 本 试验 克隆 出 了 米 曲 霉 来 源 o- 半 乳糖 背 酶 eal A 基因 序列 ， 


含 内 含 子 ， 编 码 534 个 氨基 酸 ， 


型 - 半 乳 糖苷 酶 毕 赤 酵 母 工程 苗 


含有 1 个 25 个 氨基 酸 长 度 的 信号 


株 ， 摇 瓶 发 酵 120 h 后 u- 半 乳糖 


该 基因 全 长 605 bp, 不 


肽 ;构建 了 野生 型 和 优化 


昔 酶 活性 分 别 为 0.507 和 


1.952 U/mL， 优 化 型 工程 菌株 的 x- 半 乳糖 苷 酶 活性 比 野 生 型 工程 菌株 提高 了 285%。 


(2 本 试验 中 生产 的 o- 半 乳糖 苷 酶 的 最 适 pH 为 4.33， 最 适 温度 为 55 C, ABU 


离子 抗 性 ， 以 pNPG 为 底 物 进 行 酶 动力 学 参数 的 测定 ， 该 酶 的 Ka 为 0.024 3 mol/L, Vmax 


332 


334 


335 


336 


337 


338 


339 


340 


341 


342 


343 


344 


345 


346 


347 


348 


1.0x107 mol/(L:s). 


© 用 本 试验 中 生产 的 o- 半 乳糖 昔 酶 进行 豆浆 中 大 豆 寡 糖 的 体外 酶 解 试 验 ， 当 温度 为 


45 人 C、 加 酶 量 为 2.4U 时 , 反应 12 h 后 棉籽 糖 的 降解 率 为 50.0%, 水 苏 糖 的 降解 率 为 31.9%， 


降解 效果 较 好 ， 该 %- 半 乳糖 苷 酶 对 降解 大 豆 朝 糖 具 有 洪 力 。 
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Expression of a-Galactosidase Gene gal A from Aspergillus oryzae in Pichia pastoris and Its 


Enzymolysis Effect on Soybean Oligosaccharides in Soymilk 


GUO Yuhan YANG Yongzhi GUO Henan WANG Jian CAO Yunhe" 


(State Key Laboratory of Animal Nutrition, College of Animal Science and Technology, China 


Agricultural University, Beijing 100193, China) 
Abstract: The aim of this experiment was to express the o-galactosidase gene gal-A from 
Aspergillus oryzae in Pichia pastoris and study its enzymolysis effect on soybean oligosaccharides 
in soymilk. The specific primers were designed on the basis of mRNA sequence published in 
NCBI database (GenBank accession number: XP 001817311.1), and were used in polymerase 
chain reaction (PCR) to obtain the sequence of ga/-4 gene. Codon sequence was optimized 
according to the codon bias of Pichia pastoris. Wild type and optimized type Pichia pastoris 
engineered strains were constructed, fermented in shaking flask for 120 h and the enzyme 
properties were determined. Ten mL soymilk were treated with different concentrations (0.6, 1.2 
and 2.4 U) of a-galactosidase under different temperatures (25 and 45 °C). The results showed 
that the full length of a-galactosidase gene ga/-4 was 1 605 bp without intron, coding 534 amino 
acids. After inducing 120 h, the a-galactosidase activity of optimized type engineered strain was 


1.952 U/mL, which improved 285% compared with the wild type engineered strain. Optimal pH 
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and temperature of this a-galactosidase was 4.33 and 55 "C, respectively. The enzyme showed 
good pH stability at the range of pH 3.00 to 8.00. For temperature stability, after incubating 40 
min in 55 ‘C, the relative activity of residue a-galactosidase was 60%. The a-galactosidase 
showed resistance to most of metal ions detected, while was inhibited by MnSO4. For enzyme 
kinetic characteristics, the Michaelis constant (Km) and the maximum reaction velocity (Vmax) of 
a-galactosidase using pNPG as substrate were 0.024 3 mol/L and 1.0x10 mol/(L:s), respectively. 
Enzymatic hydrolysis results showed that soybean oligosaccharides were degradated under 45 °C 
with 2.4 U a-galactosidase, after 12 h, the degradation rate of raffinose and stachyose were 50.0% 
and 31.9%, respectively. These results indicate that a-galactosidase obtained in this experiment 
can degrade soybean oligosaccharides in soymilk to some extent. 

Key words: Aspergillus oryzae; a-galactosidase; codon optimization; Pichia pastoris; soybean 


oligosaccharides 


